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Resumen

Las aguas residuales de industrias textiles representan una fuente de contaminacion por tintes
textiles sintéticos. La biorremediacion para estas aguas residuales es una solucion efectiva.
Sin embargo, un protocolo de remediacién basado en el uso de bacterias debe ser capaz de
degradar el pigmento contaminante y asegurar la eliminacion de cualquier componente téxico
en el proceso. Para esto, se degrad6 un tinte sintético por remediacion bacteriana obteniendo
un agua residual, esta fue analizada por un ensayo de fitotoxicidad con semillas de Phaseolus
vulgaris, donde se complemento el analisis de toxicidad con observaciones microscopicas y
analisis de proteinas. La investigacion reveld la posibilidad de degradar un tinte textil
sintético utilizando biorremediacion, este mecanismo a su vez no presento toxicidad que
impidiera el crecimiento de organismos vegetales, mismas que presentaron un crecimiento y
desarrollo normal. De esta manera, se concluye el correcto uso de biorremediacion bacteriana
aplicada en la industria textil para el tratamiento de aguas residuales contaminadas por tintes
textiles.
Palabras Clave: Biorremediacion, Coomassie Brilliant Blue, bacteria, prueba de

germinacion, Phaseolus vulgaris.
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Abstract
Wastewater from textile industries is a source of contamination of synthetic textile dyes.
Bioremediation for this wastewater is an effective solution. However, a remediation protocol
based on the use of bacteria must ensure the degradation of the contaminating pigment and
the removal of any toxic components in the process. For this, a synthetic dye was degraded
by bacterial remediation obtaining a wastewater, which was analyzed by a phytotoxicity
assay with Phaseolus vulgaris seeds. In addition, the toxicity analysis was complemented by
microscopic observations and protein analysis. The study revealed the possibility of
degrading a synthetic textile dye using bioremediation, and this mechanism did not present
toxicity that affected the growth of plant organisms, these organisms displayed normal
growth and development. Thus, this study concludes the appropriate use of bacterial
bioremediation applied in the textile industry for the treatment of textile dye-contaminated
wastewater.
Key words: Bioremediation, Coomassie Brilliant Blue, bacteria, germination test, Phaseolus

vulgaris.
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1 Introduccidén

La industria textil es un area productiva de gran crecimiento mundial, la necesidad del
ser humano de emplear prendas acordes a las actividades humanas y el desarrollo de la moda
han llevado a que esta industria crezca un 4,25% cada afio segun datos de 2018, generando a
su vez ganancias de USD 900 mil millones (Llanos, 2023). En Ecuador el panorama
economico también sigue dicha tendencia, la industria textil aporta el 21% del trabajo en el
area de la manufactura, con alrededor de 703 empresas grandes y medianas registradas segun
INEC 2020 (Guevara, 2024; Nufiez, 2023). Aun asi, esta industria también se ha reportado
como una de las més contaminantes. Se estima que el 50% de los colorantes utilizados en
procesos de tefiido a nivel mundial son desechados tras una primera lavada dentro del proceso
de tincién usual de textiles, haciendo que las aguas residuales de esta industria estén
contaminadas con el pigmento utilizado (Garcés et al, 2005). En el caso de Ecuador existe
una notable mejoria con respecto a la contaminacion producida por este sector. Aun asi, se
estima que el 52,95% de las aguas residuales de caracter industrial son emitidas por el sector
textil, aguas residuales que contienen entre el 20 y el 30% de la cantidad de tinte inicial del
proceso de tincidn, de estas aguas se estima que el 48,95% son tratadas antes de ser
desechadas, el resto no pasa por un proceso que elimine o reduzca la presencia del tinte
(Guevara, 2024; Nasamues, 2021).

En este punto, se han propuesto varias soluciones para la contaminacion de aguas
residuales con pigmentos textiles. En el Ecuador usualmente se utilizan procesos de
decantacion, centrifugacion y filtracion de las aguas residuales para separar la mayor cantidad
de pigmentos solidos, mismos que luego son procesados y tratados como lodos residuales
(Bravo & Caiza, 2022). Sin embargo, también existen otras opciones disponibles utilizando
materiales adsorbentes, compuestos oxidativos que reaccionen con los pigmentos e incluso el

uso de agentes biologicos que degraden el pigmento en cuestion (Deng et al, 2020), de todos
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estos, los agentes bioldgicos capaces de degradar pigmentos de uso textil son una alternativa
en constante desarrollo gracias al descubrimiento de protocolos efectivos y econémicos
pudiendo reducir mas del 90% del pigmento textil en las aguas residuales segun el organismo
empleado y la naturaleza quimica del tinte (Wang et al, 2022; Ramos et al, 2023; Moyo et al,
2022).

De esta manera, la biorremediacion, o uso de técnicas bioldgicas para la
descontaminacién de matrices, se postula como una herramienta usual de remediacion tanto
para ecosistemas contaminados, como para eliminar toxicos presentes en lodos, cabinas de
aire y aguas residuales, todos estos de caracter industrial (Shah & Shah, 2020). La técnica de
biorremediacion empleada depende del entorno y el contaminante en cuestion (Patel et al.,
2022). Asi, la fitorremediacion, o uso de plantas para descontaminacién, se emplea
aprovechando la capacidad de las especies vegetales en absorber componentes del suelo y
almacenarlos en sus tejidos, dicho proceso luego debera recibir un tratamiento para asegurar
la eliminacion del toxico, sobre todo si el contaminante es un metal pesado como mercurio,
plomo o cadmio (Bala et al., 2022). Para fines mas especificos e industriales, se suele utilizar
microrganismos como bacterias y hongos, 0 compuestos como enzimas. Estos tltimos suelen
ser soluciones con mayor especificidad para tratar contaminantes, al mismo tiempo que son
mas rapidas de efectuar segun la naturaleza del toxico y la matriz a remediar (Shanmugam et
al., 2022). Aun asi, estas técnicas no estan exentas de problemas y desventajas, ya que suele
ser comun que el contaminante a remediar provoque cambios en el entorno que imposibiliten
el correcto actuar de los microorganismos identificados para la remediacion, asi mismo, las
enzimas aplicadas como técnica de remediacion pueden perder su capacidad metabolica antes
de desintegrar el toxico si este ultimo es una molécula compleja que requiere muchos ciclos
de corte enzimético (Somu et al., 2022). Finalmente, debido a la especificidad de las enzimas

y los microorganismos, es posible que el contaminante original sea transformado generando



productos inesperados que resulten igual o mas tdxicos que el compuesto original, dando
lugar a un nuevo problema de contaminacion (Afrin et al., 2021).

Por esa razdn, los protocolos de biorremediacion deben someterse a un anélisis
destinado a predecir posibles problemas de implementacion tanto para aguas residuales de
procesos industriales como para remediacion de un ecosistema. Asi, es necesario confirmar la
detoxificacion completa de los contaminantes estudiando la posible toxicidad de los

metabolitos resultantes.

1.1 Descripcién del Problema

Ante el descubrimiento de bacterias capaces de metabolizar tintes sintéticos como el
Coomassie Brilliant Blue (CBB), surge la necesidad de evaluar la toxicidad de los
metabolitos resultantes del proceso metabdlico de detoxificacion, con el fin de certificar que
un protocolo destinado a la remediacion de aguas residuales de industrias que utilicen tintes
textiles sintéticos como el CBB pueda degradar el pigmento textil y que el agua residual no
presente toxicidad, para ello se puede evaluar la capacidad de germinacion de semillas de
Phaseolus vulgaris utilizando el agua residual obtenida luego del proceso de

biorremediacion.

1.2 Justificacién del Problema

Los protocolos de biorremediacion encontrados pueden asegurar la descontaminacion
del agente toxico, esto incluye tanto la degradacion de pigmento como la detoxificacion del
agua residual producto del proceso biorremediador. Asegurando la prevalencia de un
protocolo eficaz para tratar este tipo de aguas residuales industriales y ayudando asi a

remediar la contaminacion de afluentes de agua desde su origen.



1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo general

Evaluar la fitotoxicidad de las aguas residuales del proceso de degradacion de
pigmentos textiles mediante el analisis de germinacion en semillas de Phaseolus

vulgaris para la determinacion de un protocolo de detoxificacion.

1.3.2 Objetivos especificos

1. Desarrollar un protocolo de degradacion de pigmentos textiles para la obtencion de
aguas residuales que contengan los metabolitos resultantes del proceso de
detoxificacion del compuesto original.

2. Implementar un ensayo de germinacién en semillas de Phaseolus vulgaris utilizando
el pigmento textil y las aguas residuales de la detoxificacion como fuentes nutritivas
del sustrato.

3. Observar las diferencias morfoldgicas en las regiones transversales de las raices con
mejor tratamiento a través de un microscopio optico.

4. Realizar un perfil protedmico con las proteias extraidas de raices con mejor

tratamiento para identificar posibles diferencias a nivel molecular de los tratamientos.
1.4 Marco teorico

La biorremediacion involucra la aplicacion de técnicas bioldgicas para el tratamiento
de compuestos complejos considerados contaminantes de alguna matriz bioldgica. En el caso
de las bacterias utilizadas como agentes de biorremediacion, se hace uso de las capacidades
que tiene este diverso grupo de microorganismos para metabolizar estos contaminantes
presentes en el entorno. En general, las bacterias pueden crecer en ambientes hostiles
incluyendo lugares donde escasean fuentes basicas de alimento, recurriendo asi a la
degradacion de compuestos organicos complejos (Kabede et al, 2021; Mehrotra et al., 2021).

Por esta razon, se han encontrado algunas bacterias capaces de sobrevivir a temperaturas
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extremas, presiones altas e incluso alimentandose de cadenas complejas de carbono como el
petrdleo, esto Gltimo lo logran produciendo enzimas que degradan el petréleo en compuestos
maés pequefos que pueden ser aprovechados como fuentes de energia (Sales da Silva et al,
2020). En este aspecto, existen bacterias capaces de producir enzimas que degraden
contaminantes como los pigmentos textiles, utilizando asi los metabolitos resultantes de esa
degradacion como fuente de energia (Pinheiro et al, 2022).

El proceso metabdlico de las enzimas empieza cuando estas biomoléculas se unen al
sustrato, en este caso el pigmento textil, al unirse cortan dependiendo de la naturaleza de la
enzima, algunas enzimas reconocen patrones de los elementos quimicos y cortan en esos
sitios al sustrato, otros reconocen estructuras quimicas y proceden a cortar siguiendo ese
reconocimiento (lhsanullah et al., 2020; Vaz et al., 2022). Una vez cortado, los restos seran
utilizados por la bacteria para su alimentacion y crecimiento, aun asi, es posible que algunos
restos del proceso enzimatico no sean utilizados por las bacterias dependiendo de que
estructuras haya cortado la enzima o qué elementos contenga el tinte en su composicion
quimica. De esta manera, existe la posibilidad que parte del degradado enzimatico sea
contaminante o toxico, invalidando el proceso de remediacion (Bhandari et al., 2021; Seyyed
etal., 2021).

Un contaminante toxico se define como aquel agente que interviene en los procesos
vitales. Existen varias formas en las que un agente toxico actla, ya sea al cambiar el pH del
entorno, secuestrar elementos cruciales como oxigeno o carbono, o incluso intervenir en los
procesos quimicos asociados a la genética de las células. De esta manera, los contaminantes
toxicos pueden provocar dafos celulares, causar enfermedades e incluso provocar la muerte
(Panigrahy et al., 2022; Liu et al., 2022).

Ante eso, es necesario implementar estudios destinados al analisis de posibles efectos

toxicos. Existen diferentes protocolos a nivel celular dependiendo del analisis a efectuar,



algunos procesos miden el dafio fenotipico evaluando deformidades en el crecimiento de
plantas, células animales o colonias bacterianas, otros protocolos buscan presencia de
metabolitos que indiquen estrés o problemas metabdlicos relacionados con la presencia del
componente toxicos, mientras que algunos mas especificos evaltan deformidades a nivel
genético (D. Krewski et al., 2019; Camilo et al., 2022). En cuanto a agentes toxicos de
caracter ambiental, es fundamental emplear un analisis de toxicidad general como las
evaluaciones de fitotoxicidad. En los analisis de fitotoxicidad se busca estudiar posibles
efectos toxicos en tejidos vegetales ante un entorno contaminado. Usualmente, se estudia el
posible efecto del contaminante en la germinacién de semillas, en este caso, se prepara un
experimento donde se compara el desarrollo de semillas de alguna especie vegetal en
condiciones normales con el crecimiento de semillas afectadas por la presencia de algun
contaminante toxico, todo esto evaluado al cabo de la germinacion la cual dependera de la
especie vegetal escogida (Zafar et al., 2023). Finalmente, el analisis se basa en la
comparacion de diferencias fenotipicas visuales como la longitud de la raiz y el nimero de
semillas que han germinado, asi como otros estudios que involucran la evaluacion
microscopica de los tejidos vegetales y la presencia de proteinas o metabolitos que indiquen

estres, expresion fenotipica inusual o competitividad con hormonas propias de las plantas.
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2. Metodologia

Para evaluar el efecto fitotdxico presente en el degradado metabdlico de pigmentos de
uso textil, se procedio a elaborar un disefio experimental que comenzo con la degradacion del
tinte comercial Coomassie Brilliant Blue (CBB) inoculando, en experimentos separados, dos
bacterias con capacidad de degradacion de pigmentos textiles, las cepas inoculadas llevan por
cddigo C6 y K6. Luego, se recuperd las aguas residuales después de haber sido degradado el
tinte. Posteriormente, se procedié a utilizar estas aguas residuales en un ensayo de evaluacion
fitotoxica para finalmente realizar el analisis estadistico necesario que determine diferencias
significativas en el estudio.

Proceso de degradacion del tinte y obtencién de las aguas residuales

Cada cepa bacteriana en estudio, C6 y K6, fue inoculada en ensayos distintos que
contenian 250 ml de medio TSB y 125mg/L de tinte CBB. Luego, ambos experimentos fueron
incubados por 12 dias a una temperatura de 37°C manteniendo una agitacion de 150 rpm. Una
vez cumplido los 12 dias de degradacion, cada ensayo fue centrifugado a 7500xG en 4°C por 20
minutos, de esta manera se extrajo el agua residual de la degradacion del tinte.

Prueba de fitotoxicidad

El agua residual obtenida tanto por la bacteria C6 como por K6, junto con otra
preparacion independiente del tinte inicial CBB fueron utilizados para elaborar 5 diluciones en
agua destilada: al 50%, 25%, 10%, 5% y 1%. Cada dilucién fue utilizada independientemente
para estimular la germinacion de semillas en un ensayo de fitotoxicidad. En resumen, 10 semillas
de Phaseolus vulgaris fueron esterilizadas realizando un lavado superficial con H.O; durante 2
minutos, luego, fueron lavadas reiteradamente con agua destilada con el fin de eliminar rastros
de H20.. Posteriormente, las semillas fueron ubicadas sobre un papel filtro colocado dentro de
una placa Petri, se procedi6 a agregar 5 mL de alguna dilucion realizada anteriormente para

inmediatamente sellar la placa petri. Se realizaron 3 réplicas para cada dilucion hecha ademas de
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emplear agua destilada como un experimento control positivo de germinacién. Finalmente, las
48 placas Petri fueron almacenadas en completa oscuridad a una temperatura de 20°C por 7 dias.
Cumplido este tiempo, se procedio a contabilizar el nimero de semillas que habian germinado en
cada placa, ademas, se midio la longitud de las raices en aquellas semillas que presentaban
germinacion. Estos datos fueron utilizados para evaluar estadisticamente las diferencias en la
germinacion para cada grupo evaluado. Las raices de cada uno de los tratamientos fueron
almacenadas a -80°C para futuros analisis.

Anélisis al microscopio

Una vez evaluado los mejores tratamientos, se realizaron cortes aleatorios transversales
en las raices de los crecimientos con sustrato C6 10%, CBB 10% y agua. Inmediatamente, fueron
observadas con ayuda de un microscopio, anotando y describiendo cada anomalia observada.

Anélisis de proteinas

Para el analisis de proteinas, 0.5 gramos de las raices de los crecimientos con sustrato C6
10%, CBB 10% y agua fueron triturados y centrifugados a 12000 rpm por 10 minutos. El
sobrenadante fue solubilizado con TCA 10% acetona, tratado en vortex y centrifugados
nuevamente. Luego, se recupero el pellet y se afiadio Acetona 80%, esta solucion fue
nuevamente homogenizada por vortex para ser luego centrifugada. Finalmente se extrajo toda la
acetona y se la dejé secar al aire libre para afiadir 60 uL de medio de solubilizacion (Urea 7M,
Tiourea 2M, CHAPS 4%, DTT 100mM).

Para el SDS-PAGE, 30 uL de proteina extraida en cada tratamiento fue utilizado para
averiguar su perfil de protedmico, la electroforesis se realizé a 100 voltios durante 1 hora, fue
tefiido con una solucién Coomassie Brilliant Blue G-250 0.1%, Metanol 50% y Acido acético
glacial 10% por una hora en agitacion, finalmente fue destefiido con una solucion de Metanol 5%
y acido acético 7% en agitacion durante 12 horas. El gel resultante fue escaneado con un

transiluminador Stella Raytest con ayuda del software Xstella 1.0, ademas del software
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ImageLab 6.0 de Biorad para el anélisis de las bandas e intensidad, los datos obtenidos fueron
tratados en el sistema online MetaboAnalyst 6.0.

Andlisis estadistico

Los datos obtenidos fueron evaluados utilizando analisis de varianzas (ANOVA) de una
via, con un nivel de significancia de 0.05. Asi mismo, se realizé un Andlisis de Componentes

Principales (PCA) con agrupamiento para la observacion de similitudes en los grupos evaluados.
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3. Resultados y analisis

Fitotoxicidad por germinacion

La fitotoxicidad se evalud cuantificando el porcentaje de germinacion y la longitud de las
raices tras 7 dias de crecimiento y comparandolas con ANOVA (Tukey: p<0.05). En cuanto a la
germinacion de las semillas de Phaseolus vulgaris, ningun grupo presentd diferencias
significativas (Fig. 1). Esto podria deberse a la poca genotoxicidad y mutagenicidad del
Coomassie Brilliant Blue demostrada en células eucariotas sometidas a corto y largo plazo de
tratamiento (Debora et al., 2009), por lo que es probable que la acumulacion a lo largo del
tiempo de este tinte realmente represente un problema, sobre todo por la naturaleza de
interaccion del CBB con proteinas y la capacidad de degradarse en otros compuestos

metabdlicamente toxicos (Nurul et al., 2022; Zhao et al, 2021).

Figura 1

Porcentaje de germinacién de cada tratamiento

Germinacion (!

1 a a
a
a a a
a a
a a
a a
a
a
g
0.00-
AguaDestilada €6 01% C605% C6 10% C625% C650% CBB01% CBB 05% CBB 10% CBB 25% CBB 50% K6 01% K6 05% K6 10% KB 26% K6 50%
Sustrato

Nota. Se muestra el porcentaje de germinacién obtenido para cada tratamiento. Se muestra en
letras las comparaciones muestrales de ANOVA (Tukey: p<0.05).
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Por otro lado, la evaluacion de la longitud de las raices demostr6 diferencias
significativas para varios grupos. En primer lugar, la mayor concentracion del tinte CBB y sus
degradados por las bacterias C6 y K6 provocaron un lento crecimiento de las raices de Phaseolus
vulgaris, la dilucion de estos sustratos presentd un buen resultado en el crecimiento de las raices
medido en su longitud al dia 7 (Fig. 2, 3y 4). Aun asi, la dilucién del tinte producto del
metabolismo de la bacteria C6 presentd un mejor resultado llegando a ser comparable
estadisticamente con el crecimiento normal de las raices en presencia de agua (Fig. 4).

Posteriormente, la longitud de las raices y su porcentaje de germinacién, asi como el
indice de germinacion obtenido a partir de las dos primeras variables fueron evaluadas a través
de un Analisis de Componentes Principales, como se muestra en la Figura 5, el PCA logré
agrupar segun las caracteristicas descritas a 6 grupos. Al igual que ANOVA, los tratamientos con
mayor concentracion de tinte con y sin tratamiento obtuvieron un menor indice de germinacion y
desarrollo de raices, por lo que su presencia logra atrasar la germinacion y desarrollo de las
semillas. Luego, los tratamientos con diluciones de tinte generalmente lograron promover el
desarrollo de raices o la germinacion de las semillas de manera independiente, indicando que la
semilla encuentra el entorno oportuno para su germinacion, pero no para la extraccion de
nutrientes que permitan su crecimiento. En cuanto al degradado de K6, las diluciones de este
sustrato promueven en general tanto la germinacion como el desarrollo de las semillas, aunque lo
hace en menor medida comparada con el desarrollo del control con agua destilada. El sustrato
control de agua destilada promovio en gran medida la germinacion y desarrollo de las semillas y,
al igual que ANOVA, agrupo las diluciones del tinte degradado por la bacteria C6 al 5y 10%.
De esta manera, C6 se establece como la bacteria capaz de utilizar una ruta metabdlica que
degrade el tinte CBB derivado de trifenilmetano, al mismo tiempo que sus metabolitos
resultantes en bajas concentraciones no inducen cambios importantes en la germinacion de

semillas de Phaseolus vulgaris, determinando asi la detoxificacion del pigmento textil.
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Figura 2
Diagrama de caja: longitud de las raices bajo tratamiento con CBB
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Nota. Se muestra la longitud en cm de las raices tratadas con CBB en cada dilucién realizada. Se

muestra en letras las comparaciones muestrales de ANOVA (Tukey: p<0.05).

Figura 3
Diagrama de caja: longitud de las raices bajo tratamiento con tinte degradado por K6
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Nota. Se muestra la longitud en cm de las raices tratadas con extracto de tinte CBB degradado
por la bacteria K6 en cada dilucion realizada. Se muestra en letras las comparaciones muestrales
de ANOVA (Tukey: p<0.05).



Figura 4

Diagrama de caja: longitud de las raices bajo tratamiento con tinte degradado por C6
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Nota. Se muestra la longitud en cm de las raices tratadas con extracto de tinte CBB degradado

por la bacteria C6 en cada dilucion realizada. Se muestra en letras las comparaciones muestrales
de ANOVA (Tukey: p<0.05).

Figura 5

PCA — Biplot + cluster de todos los tratamientos

PCA - Biplot

0
PC1 (78%)

Groups

Nota. Se muestra el agrupamiento de los tratamientos en un diagrama PCA-Biplot, los

componentes explican el 99% de los datos.
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Evaluacion microscépica

Teniendo en cuenta el potencial del degrado de tinte por la bacteria C6 al 10%, este
sustrato fue evaluado junto a el tinte en su composicion original al 10% y el agua destilada como
sustancia control para averiguar diferencias a nivel microscopico en el crecimiento de las raices
de Phaseolus vulgaris.

Utilizando agua destilada, las raices no presentan deformaciones evidentes (Figura 8),
ademas que mantienen colores usuales en todo el tejido. Por otro lado, las raices crecidas bajo
influencia del tinte original (Figura 6) tampoco presentaron deformaciones, pero si contenian
rastros del pigmento tanto en su superficie externa como en células dentro del tejido observado,
esto es normal puesto que se ha evidenciado la absorcion del tinte CBB en varias especies
vegetales y su almacenamiento y lenta degradacion en raices paredes de lignina (Nour, 2017;
Oliveira, 2024). Esta situacion del CBB se vi6 replicada en el analisis microscépico de las raices
crecidas en sustrato C6 10% (Figura 7), aunque en mucha menor cantidad, los restos de evidente
coloracidn azul dentro de las raices sugieren la degradacién incompleta del tinte original y su
posterior ingreso a las células, aun asi, es necesario determinar la naturaleza quimica de estos

restos.

Figura 6

Observaciones microscopicas de raices en tinte CBB

Nota. Se muestra en el microscopio los cortes transversales de las raices crecidas con tinte CBB

10%, observandose pigmentaciones azules en la superficie y dentro de las células.
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Figura 7

Observaciones microscopicas de raices en tinte degradado por C6

%l

Nota. Se muestra en el microscopio los cortes transversales de las raices crecidas con tinte

degradado por C6 10%, observandose pocas pigmentaciones azules dentro de las células.
Figura 8

Observaciones microscopicas de raices en Agua

Nota. Se muestra en el microscopio los cortes transversales de las raices crecidas en agua
destilada, observandose disposicion y coloracion uniforme y normal.

Evaluacion de proteinas: SDS-PAGE

Del mismo modo, se realizd un perfil de proteinas extraidas de las raices de Phaseolus
vulgaris crecidas en agua destilada, tinte CBB 10% Yy extracto de tinte degradado C6 10% como
se muestra en la Figura 9. En primer lugar, se reconocen entre 8 y 9 bandas de mayor
concentracion en cada carril del gel de poliacrilamida, los carriles 2, 3y 4 pueden ser
considerados como el perfil basal de proteinas en las raices de Phaseolus vulgaris, perfil que es
maés trasldcido que los carriles 5, 6 y 7 correspondientes al crecimiento en CBB 10% donde
existe una mayor expresion de las proteinas ubicadas en las bandas por encima de los 50 kDa.

Por ultimo, los carriles 8, 9 y 10 representan un perfil de intensidad intermedio entre los
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crecimientos con Agua y CBB, aun asi, tanto C6 como CBB promueven la aparicion de proteinas
cerca de los 20 kDa. Estas diferencias establecen la necesidad de estudiar las principales
proteinas diferenciadoras en blasqueda de marcadores de signos de estrés o desarrollo
considerando que tanto el tinte como el degradado contienen metabolitos que pueden ser

utilizados como nutrientes de las plantas.

Figura 9
SDS-PAGE: perfil de proteinas en las raices crecidas
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Nota. Se muestra el perfil protedmico de las raices crecidas con agua destilada, tinte CBB 10% y
tinte degradado por bacteria C6 10%, analizadas son el software ImagelLab 6.0.

Posteriormente, el gel de poliacrilamida fue analizado con el software Metaboanalyst 6.0
segun la intensidad y peso molecular de las proteinas en el gel. En primer lugar, un PCA reveld
una pequefia tendencia a separar los grupos de Agua, C6 y CBB, por lo que la intensidad
interpretada como la cantidad de proteinas expresadas jugé un factor importante al momento de
establecer las diferencias para estos tres grupos. Asi mismo, un ANOVA revel0 las proteinas de
peso molecular 65.57, 92.22, 40.30 y 38.40 kDa son las mas importantes dentro de la agrupacion
independiente de cada tratamiento para las raices. De esta manera, estas 4 proteinas sufren
cambios en su expresion y su analisis puede proveer informacion sobre las principales rutas

metabdlicas activadas tras el uso del tinte CBB y el degradado por C6, complementando asi la
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informacion sobre la fitotoxicidad y potencial fuente de nutricion aportada por la degradacién del

pigmento textil.

Figura 10

PCA: Agrupamiento de los diferentes tratamientos segun sus proteinas del SDS-PAGE
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Nota. La figura muestra el agrupamiento estadistico de los tratamientos (Agua, C6 10% y CBB

10%) segun las proteinas identificadas por su peso molecular y la intensidad de su expresion.
Figura 11

ANOVA: Proteinas del SDS-PAGE segun su relevancia para explicar las diferencias muestrales
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Nota. La figura muestra en color las 4 principales proteinas que permiten deducir diferencias
muestrales de los tratamientos, ANOVA (Tukey: p<0.05).



Figura 12
Mapa de calor de las proteinas del SDS-PAGE
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Nota. La figura muestra un mapa de calor con las proteinas del SDS-PAGE coloreadas segun su

intensidad, en la parte superior se muestra un agrupamiento basado en la cercania de las

proteinas por su peso molecular y la intensidad de cada una.

Finalmente, un mapa de calor revel0 las intensidades de cada banda en cada linea del gel

de poliacrilamida. Ademas de revelar las principales proteinas por intensidad, se revel6 un

agrupamiento que diferencia el control de agua con los demas tratamientos. Sin embargo, aunque

agrupa a CBB dentro de C6, el tratamiento con C6 a su vez se ubica con mayor proximidad al

control por sus caracteristicas, demostrando la naturaleza intermedia del degradado de pigmento

textil en cuanto al desarrollo de las semillas de Phaseolus vulgaris.



Capitulo 4
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4.1 Conclusiones y recomendaciones
4.1.1 Conclusiones

Después de haber identificado las posibles soluciones, ademas del disefio y planificacion
de la metodologia empleada, se obtuvieron las siguientes conclusiones:
e El agua residual producto de la degradacion la cepa bacteriana C6, resulto ser la
mejor al permitir la germinacién y crecimiento de semillas de frejol, Phaseolus
vulgaris, logrando que una dilucién al 10% sea suficiente para mejorar los

resultados de la germinacion.

e Al observar los crecimientos en el microscopio, se encontrd la presencia de
particulas de coloracion azul en el tejido de las raices crecidas con tinte
degradado. Aun asi, el tejido no presenta deformidades.

o El perfil protedmico permitio establecer diferencias moleculares en el tejido de las
raices crecidas bajo los diferentes tratamientos, identificando a niveles generales

las principales proteinas expresadas en cada tratamiento.

4.1.2 Recomendaciones

Finalmente, tras haber culminado los analisis pertinentes a esta problematica, se
obtuvieron las siguientes recomendaciones:

e Ampliar el ensayo de fitotoxicidad en el tiempo, abarcando aspectos como la
altura y desarrollo de las hojas, ademas de evaluar nuevos tejidos vegetales aéreos
en busca de modificaciones causadas por estrés y toxicidad.

e Analizar los metabolitos resultantes del proceso de degradacion de tinte textil, con
el fin de explicar el proceso de degradacion y ampliar, de ser necesario, a una
fitorremediacion que ayude a eliminar residuos toxicos.

e Analizar las proteinas que tuvieron una expresion diferente y significativa en los

tratamientos, de esta manera se puede deducir el principal rol, nutricional o de
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estresante, de los productos de degradacion del tinte textil en el desarrollo de las

plantas.
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